Europaisches 
Patentarnt 



European 
Patent Office 



Bescheinigung Certificate 



^P>9 9 / 1 0 142 



Office europeen 
des brevets 



PEC'D 1 1 FEB 2000 



WIPO 



Attestation 



Die angehefteten Unterla- 
gen stimmen mit der 
ursprunglich eingereichten 
Fassung der auf dem nach- 
sten Blatt bezeichneten 
europaischen Patentanmel- 
dung uberein. 



The attached documents Les documents fixes a 
are exact copies of the cette attestation sont 
European patent application conformes a la version 
described on the following initialement deposee de 
page, as originally filed. la demande de brevet 

europeen specifiee a la 
page suivante. 



PCT 



<t (hi 



Patentanmeldung Nr. Patent application No. Demande de brevet n° 

98124314.0 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 



Der President des Europaischen Patentamts: 
Im Auftrag 

For the President of the European Patent Office 

Le President de I'Office europeen des brevets 
p.o. 




LLC. HATTEN-HECKMAN 



DEN HAAG,DEN 

THE HAGUE, 07/02/00 

LA HAYE,LE 

EPA/EPO/OEB Form 1014 -02.91 



(oidsn) HNV18 39Vd SIH1 




Europaisches 
Patentamt 



European 
Patent Office 



Office europeen 
des brevets 



Blatt 2 der Bescheinigung 
Sheet 2 of the certificate 
Page 2 de l a tte station 



Anmeldung Nr.: 
Application no.: 
Demande n*: 



98124314.0 



Anmeldetag: 



Date de depot: 



Date of filing: 21/12/98 



An m el der: 

Applicant(s): 

Demandeur(s): 



Evotec BloSys terns AG 
22625 Hamburg 
GERMANY 



Bezeichnung der Erfindung: 
Title of the invention: 
Titre de ('invention: 

Scanning-mi kroskopl sches Verfahren mlt geregelter Pos 1 Hon 1 erung der Scan-Ebene 



In An sprue h genommene Prioriat(en) / Priority(ies) claimed / Priorite(s) revendiquee(s) 

Staat: Tag: Aktenzeichen: 

State: Date: File no. 

Pays: Date: Numero de depot: 



Internationale Patentklassifikation: 
International Patent classification: 
Classification Internationale des brevets: 



G02B21/00 



Am Anmeldetag benannte Vertrag staat en: 

Contracting states designated at date of filing: AT/BE/CH/CY/DE/DK^S/FI/FR/GB/GR/IE/IT/LI/LU/MC/NLyPT/SE 
Etats contractants designes lors du depot: 



Bemerkungen: 

Remarks: 

Remarques: 



Die urspriingl Iche Bezeichnung der Anmeldung lautet: 
Scann1ng-m1 kroskopl sches Verfahren mlt hoher axlaler Auflosung 



EPA/EPO/OEB Form 



1012 



- 04.98 



THIS PAGE BLANK (usfto) 



1 

ScanninQ-mikroskopisches Verfahren mtt hoher axialer Auflosuna 

Die vorlieg nde Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung 
mindestens eirter Entitat auf elnem, bevorzugt auf einem Trager befindli- 
chen, Substrat. Femer werden Anwendungsfelder des erfindungsgema- 
fien Verfahrens sowie eine Vorrichtung zur Durchfuhrung desselben bo- 
schrieben. 

Es ist bekannt, daft konfokale Oder fur Mehrphotonenanregung ausge* 
legte Anordnungen wegen ihrer hohen axialen OrtssuflSsung geeignet 
sind. urn Hintergrundsignale zu reduzieren, welche au&ertialb der Foka- 
lebene entstehen. Bei der Erfassung insbesondere groftflflchiger Stnjktu- 
ren ergibt sich somit das Problem, dad im Rahmen des Scanvorgangs 
darauf geachtet werden muS, daB die Fokalebene sich zu jeder Zett an 
einer gewQnschten Position innerhaib des zu untereuchenden Objektes 
befindel. So kann es vorkommen. daG z.B. Unebenhelten eines Proben- 
trflgers, auf dem das zu untereuchende Objekt angeondnet ist, dazu ftlh- 
ren, da& sich das konfokale Me&volumen ntcht in der gewOnschten Ebene 
im Objekt befindet. sondem womogllch an das Objekt angrenzende 
Strukturen, wie z.B. Teile des Probentregersv erfa&t. Dies wirkt sich 
nachteHIg auf die durchzufOhrende Objekterfassung und - 
charakterisierung a us. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren bereltzu- 
stellen, welches eine zuveriassige Erfassung flachiger Strukturen Oder 
drekJimensionaler Strukturen, welche auf einem flachigen Trager artge- 
ordnet sind, in einem Mikroskop mit hoher axialer Auftosung, insbesonde- 
re einem konfokalen Mikroskop. erlaubt. Femer soli eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens bereitgestellt werden. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren mit den Merkmalen des An- 
spruchs 1 sowie eine Vorrichtung mit d n Merkmal n des Anspruchs 18. 



Die Erfindung stellt ein Verfahren zur optisch n Erfassung mindest n* 
einer Entitat auf und/oder in einem. bevorzugt auf inem Trager befindli- 
chen. Substrat b reit, wobei mtttels einer konfokalen Mikroskopoptlk oder 
einer for die Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik. die mindestens 
eine Strahlungsquelle aufweist, mindestens ein reprasentativer Bereich 
des Substrates mit einem Meftvolumen gescannt wird unter Erhalt von 
Meftwerten zur Bestimmung optiscner Parameter, wobei die Meftwerte zur 
Charakterisierung der mindestens einen Entitat mittels Signalverarbeltung 
bearbeitet werden. Hierbei behalt die mindestens eine Entitat for die Dau- 
er der Aufnahme der Meftwerte ihre Position hinsichtlich des Substrates 
und/oder des Tragers im wesentlichen bei. 

Es ist bevorzugt daft das Substrat einen Brechungslndex aufweist. der 
verschieden ist von mindestens einer an das Substrat angrenzenden 
Komponente. Bei der angrenzenden Komponente kann es ston bei- 
spieleweise um einen Trager handeln. auf dem das Substrat angeordnet 
ist. Oas Substrat kann jedoch auch unmittelbar an eine Inwnerotonsflua- 
sigkeit. Luft oder eine das Substrat abdeckende Komponente. wie z. B. 
ein Deckglas, artgrenzen. 

Erfindungsgemaa wird nunmehr wahrend des Scanvorganges ein Hilfsfo- 
kus erzeugt wird, der zumindest teihvelse auf der Grenzflache zwischen 
Substrat und angrenzender Komponente oder einer anderen geeigneten 
Grenzflache liegt. Die Funktjon des Hilfsfokus bestent darin. eine Ar> 
standsermittlung zwischen der Grenzflache und der den Hilfsfokus erzeu- 
genden Optik zu ermoglfchen. Mittels mindestens eines Detektors, der 
bevorzugt konfokal angeordnet ist. wird die Intensitat des von der Grenz- 
flache ruckreftektierten Llchtes erfattt Diese weist einen Meximalwert auf. 
sofern der Hilfsfokus in Richtung der optischen Achse auf der Grenzflache 
positioniert ist. Die Intensitat des Ruckreflexes fallt ab, wenn der Hilfsfokus 
auf der optischen Achse in Richtung des Substrates bzw. der en das Sub- 
strat angrenz nden Kompon nte bewegt wird. 



Urn die gewOnschte Positionierung des Hilfsfokus, und somit mfttelbar 
auch des MeBvolumens, wShrend dee Scanvorganges zu enmdglichen, ist 
es wunschenswert, festzustelJen, ob eine abweichend Positionierung des 
Hitfsfokus von der Grenzflache in Richtung des Substrates oder aber in 
Richtung der an das Substrat angrenzenden Komponente stattgefunden 
hat. Erfindungsgemaii werden zwei LOsungen vorgeschlagen. 

In einer ersten bevorzugten Ausftihrungsform wird die Position des 
Hitfsfokus relativ zur Grenzflache im wesentlichen entlang der optischen 
Achse variiert und die Intensitat des ROckreflexes in Abhangigkeit von der 
Bewegung registriert (siehe Figuren 1 ( 2, 3 und 6), Hierbei kann bei- 
spielsweise die fokussierende Optik entlang der optischen Achse auf- und 
abbewegt werden. Es ist jedoch auch mdgiich, das Substrat. welches steh 
beispielsweise auf einem in z- Richtung unmittelbar oder mittelbar positio- 
nierbaren Trager befindet, entsprechend zu bewegen. Es ist ferner mOg- 
lich, die Divergenz des StrahlenbOndels zu variieren, das zur Erzeugung 
des Hilfsfokus dient. Die Bewegung kann bevorzugt periodiscli durchge- 
fohrt warden. Die Amplitude der Bewegung ist bevorzugt so zu wflhlen, 
daft eine gleictizeitige Aufnahme von Mettwerten aus dem Me&volumen 
nicht gestftrt wird. In der Regel wird daher die Amplitude der Bewegung 
der GrtJfcenordnung der axialen Ausdehnung des Me&volumens entspre- 
chen. 

Die vom Detektor erfatjte Intensity wild sich jeweils dann erhOhen, wenn 
der Abstand zwischen reflektie render Grenzflache und Hilfefokus sich ver- 
ringert. Umgekehrt wird sich die Intensity emiedrigen, wenn durch die 
Bewegung der genannte Abstand vergrtJGert wird. Aus der Bewegungs- 
richtung, die zu einer ErhOhung bzw. Emiedrigung der detektierten Inten- 
sity fuhrt, kann somit enmittelt warden, in welcher Richtung die Position 
des Hilfsfokus von der Lage der Grenzflache abweicht. 



In einer zweit n b vorzugt n Ausftihrungsform wird die Intensity des 
ROckreflex s mitt Is mindestens zweier entlang d r optisch n Achse an- 



geordneter Detektoren erfaftt. Dazu wird das von der Grenzflach r flek- 
tierte Licht des Hilfsfokus beispielsweise Ober teiWurchlassige Spiegel auf 
di Detektoren aufgeteilt. Die Det ktoren w rden bevorzugt in unter- 
schiedlicher Entfemung von der fokussierenden Optik angeordnet. so daft 
■ abhangig von der Lage des HBfefokus relatlv zur reftektierenden Grenz- 
nache - unterschiedliche Anteile der reflektterten Intensity von den De- 
tektoren erfa&t werden. Aus der Verteilung der von den Detektoren er- 
fattten IntensitSten kann somit ermittelt werden, in welcher Rlchtung die 
Position des Hilfsfokus von der Lage der Grenzflache abwelcht. Dies wird 
exemplarisch in Fig. 4 dargestellt. 

Eine etwaig ermittelte Abweichung des Hilfsfokus von der gewunschten 
Position lattt sich durch eine entsprechende NachfOhrung, die ggf. der 
oben beschriebenen Bewegung ubedagert wird. komgieren. Es ist bevor- 
zugt, den Hilfsfokus so nachzufQhren, daft dieser sich im wesentJIchen auf 
der Grenzflache befindet. 

Urn einen rnogltahst geringen apparativen Aufwand zu betreiben. ist es 
wunschenswert. den Hilfsfokus mittels derselben konfokalen Mikroskop- 
optik zu erzeugen. die auch zur Erzeugung des Mettvolumena dlenL In 
einer derartigen AusfOhrung der Erfindung konnen beispielsweise te»- 
durchlassige Spiegel eingesetzt werden. um die Strahlen. die Meftvolu- 
men bzw. Hilfsfokus erzeugen. vor dam ObJekUv zusammenzufOhren. ao- 
wie die aus dem MefSvolumen bzw. Hilfsfokus detektlerte Strahlung wieder 
zu separieren. Mochte man beispietewelse MeBvolumen und Hilfsfokus 
zueinander beabstandet im wesentlfchen entlang der optischen Achse der 
konfokalen Mikroskopoptik anordnen. so 1st es zweckmflBlg. der konfoka- 
len Mikroskopoptik auf der der Probe abgewandten Seite geeignete optt- 
sche Elemente (z. B. Linsen. konvexe oder konkave Spiegel) mil dem Ziel 
vorzuschalten. zwei StrahlenbOndel unterschiedlicher Dlvergenz bzw. 
Konvergenz zu erzeugen. die sodann von der konfokalen Mikroskopoptik 
zum Melivolumen einers its und Hilfsfokus and rers its fokussi rt wer- 
d n. In in r w Keren Ausfuhrungsform sind M ftvolumen und Hilfsfokus 



deckungsgleich. so dafl auf die genannten vorgeschaltet n optlschen 
Elemente verzicht t werden kann. 

Andererseits kann eine Anordnung gewfihlt warden, in der Me&volumen 
und Hilfsfokus Uber separate Optiken erzeugt werden. In diesem Fall war- 
den die beiden Optiken vorteilhaft mechanisch so verbunden, daft eine 
NachfOhrung des Hilfsfokus eine entsprechende NachfOhrung das Mett- 
volumens bewirkt. Auch in dieser AusfUhrung kttnnen Meftvo lumen und 
Hilfsfokus entweder ganz oder teilweise Oberiappend, Oder aber rftumlich 
getrennt angeordnet sein. Die Posrtionierung von Hilfsfokus und MeBvo- 
lumen zueinander kann in diesem Fall durch die Positioner* der beiden 
genannten Optiken zueinander vorgegeben werden. 

Es kann bevorzugt sein, den Anregungsstrahlengang sowohl for das 
Meftvolumen als auch fOr den Hltfefbkus mit eirv und dereeiben Strah- 
lungsquelle zu erzeugen, die optional in der Lage tst. Strahlung unter- 
schiedlicher WellenlSngen zu emlttieren. Anderereerts kann es, insbeson- 
dere be) rfiumlicher Trennung von Meftvolumen und Hilfsfokus, bevorzugt 
sein, zwei getrennte Strahlungsqueilen zu verwenden. Bei den Strah- 
lungsquellen kann es slch belspielhaft urn Laser, lichtemKtterende Dtoden, 
GlQh- oder Gasentladungslampen handeln. 

In einer weiteren Ausgestaltung des erfindungsgem&Oen Verfahrens ist es 
besonders vorteilhaft, zur Erzeugung des MeBvolumens und/oder des 
Hilfsfokus eln Objektlv mit einer hohen numerischen Apertur, bevorzugt 
grdaer 0.9, und/oder einem klelnen Arbeitsabstand zu wflhlen, (Me Wahl 
eines geringen Arbeitsabstandes, insbesondere Meiner/gleich einem Mil- 
limeter, wirirt sich besonders gOnstig bei Fluoreszenzmessungen Im MeO- 
volumen aus. Im Emissionsstrahlengang auftretende Absorption des Fluo- 
reszenzlichtes verringert die Zdhlrate pro MolekQI. Dieser Effekt geht im 
Gegensatz zu den Erwartungen offenbar linear bzw. starker als linear in 
das Signal-Rausch-Verh&ltnis ein, so dad sich ein geringer Arb ttsab- 
stand als vorteilhaft erweist 
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eigentliche Struktur d r Entitat nicht bekannt ist Die Entitat n konnen vor- 
zugsweis detekti rbare Marker, wi z.B. Fluor szenzfarbstoffe, aufwei- 
sen. Diese Variant© birgt den Vorteil. daft die nachfolgend zuzusetzenden 
Reaktionspartner nicht zwangslauflg detektlerbare Marker aufweisen 
mOssen. Die Substrate beflnden sich vorzugsweise auf einem Trager, z.B. 
Mikrotiterplatten mlt einer Vielzahl von Ausnehmungen Oder einer follen- 
artigen Struktur. Eb werden nunmehr Reaktionspartner zugesetzt. deren 
Wechserwirkungen mit den Entitaten untersucht werden soil. Diese Reak- 
tionspartner konnen in einer Ausgestaltung ebenfalls detektiertoare Marker 
aufweisen. Das Substrat wird sodann abgescannt mit beispielsweise dem 
Ziel, potentieile Binder der Reaktionspartner unter den Entitaten zu finden 
und/oder eine chemische Reaktion auszulosen. Die Bindung zwischen 
Reaktionspartner und Entitat kann mit den oben naher beschriebenen op- 
tlschen Parametem charakterisiert werden. Mit gewunschten Eigenschaf- 
ten ausgestattete Kompiexe zwischen Reaktionspartner und Entitat kon- 
nen von den Qbrigen Entitaten bzw. Substraten ©epariert werden. um sle 
einer weiteren Analyse und/oder Behandlung zu unterziehen. Das be- 
schriebene Verfahren wird vorzugsweise in der Wirkstoffsuche angewen- 
det. 

In einer weiteren Variant© ist zwischen dem Substrat und den einen de- 
tektierbaren Marker aufweisenden Entitaten eine spaltbare Llnkerstruktur 
angeordnet So konnen z.B. in einem Prozett der chemiachen Synthase 
auf Substraten, wie polymeren Beads, spaltbare Linkeretrokturen ange- 
ordnet sein. die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt werden. an denen 
sodann die zu untersuchenden Entitaten bevorzugt in einem komblnatori- 
schen Verfahren synthetisiert werden. Diese Variante blrgt den Vorteil, 
daft nach Selektion von Beads, welche mit gewunschten Eigenschaften 
ausgestattete Kompiexe zwischen Reaktionspartner und Entitat tragen. 
eine Abspallung der farbstoffmarkierten Entitat ©rfblgen kann und diese 
sodann in einem sogenannten loslichen Assay naher analysiert werden 
kann. Auch diese Variante eignet sich besond rs in d r Wirkstoffsuche. 
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In einer weit ren Ausgestaltung werd n Substrat mrt Entitaten bekannter 
Struktur v rwendet, wob i alte Substrate die gleich n Entitat n aufweis n. 
Bevorzugt w rden auch hier die Substrat auf dee Ausnehmungen von 
Mikro- oder Nanotrteiplatten verteift. Sodann wird in jede der Ausnehmun- 
gen eine Ldsung von Reaktionspartnem, von denen bekannt 1st, daft sie 
mit den Entitaten wechselwirken, zugesetzt Zudem werden die Ausneh- 
mungen mit LOsungen unterschiedlicher potentieller Wirkstoffe versetzt, 
urn festzustelfen, ob diese geeignet sind, die Wechsehvirkung zwischen 
Entitat und Reaktions partner zu beetnflussen. 

Die in den vorstehenden AbsStzen nSher beschriebenen Ausgestaitungen 
kOnnen auch mit biologischen Substraten, wie z.B. Viren. Phagen. Bakte- 
rien, Pilze oder eukaryotischen Zellen. ausgeftlhrt werden. So kdnnen z.B. 
naturlich vorkommende oder geklonte Entitaten bevorzugt an Oberfidchen 
der genannten biologischen Substrate untersucht warden mit dem Vorteil, 
daft hier eine Kopplung zwischen dem als wOnschenswert identifizlerten 
Phflnotyp mit seinem zugehttrlgen Genotyp vortiegt Eine derartlge Vor- 
gehensweise ist unter den elnschl&gigen Begriffen des Phage-Dteplays 
oder zeilulflren Displays bekannt. 

In einer weiteren Applikation kann das erfindungsgemfiQe Verfahren auch 
in zeilulflren Reporterassays hllfreich sein. Die Genaufgkeit des Scanver- 
fahrans ertaubt die Beobachtung der Aufnahme und/oder Intrazetlulflren 
Translokation von Substanzen mit einer Qberraschend hohen Ortsaufld- 
8ung sowie Quantifizierungsgenauigkett. 

In vorteilhafter Weise ermOglicht das erfindungsgemfl&e Verfahren auch 
die Untersuchung von Signattransduktionswegen. Es zeichnet sich insbe- 
sondere auch dadurch aus, daft mit Primfirzelfen gearbeltet werden kann 
und somit auf eine Uberexprimierung der zu untersuchenden Entitaten, 
wie z.B. Rezeptoren, verzichtet werden kann. 
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Das Verfahren kann zudem im sog. different! H n Display angewendet 
werden. in d m beispielsw ise Zellen erkrankter Personen mit den n ge- 
sunder Personen verglichen w rden. Weitere Vergl ichsmoglichkeiten 
beinhaiten: behandelte / unbehandette Zellen, Wildtyp / Mutante. etc. 

Weitere Applikatlonen betreffen die Untersuchung molekularer Interaktio- 
nen. wie z.B. Protein-Protein-Wechselwirkungen und Protein-NukteJn- 
saure-Wechselwirkungen. Insbesondere kbnnen auch Wechselwirkungen 
zwischen Proteinen oder Peptiden unbekannter Natur bzw. Funktion mit 
Liganden potentieller physiologischer Signifikenz. deren Struktur jedoch 
oftmals noch nicht aufgeklart ist, untersucht werden. Hierbei wird vor- 
zugsweise mindestens ein Partner mit einer partikularen Struktur che- 
misch oder adsorptiv verkoppelt sein. 

Es kann auch bevorzugt sein. das erfindungsgema&e Verfahren Im Rah- 
men der Gelelektrophorese einzusetzen. In Kombination mit einem Sepa- 
rations- bzw. Isolierungsvorgang konnen bestimmte Entittten auf dem als 
Substrat dienenden Gel direkt einer weiteren Analyse oder auch Verviei- 
faltigung (PCR, etc.) zugefuhrt werden. 

Oas Verfahren kann auch eingesetzt werden, urn selten vonVommende 
ZeHtypen zu detektieren und bevorzugt 2u isolieren, wie dies z.B. in der 
Pranataldiagnostik. in der Onkoiogie oder allgemein der Pathologle der 
Fall ist. 

Nachfolgend werden bevorzugte Ausfuhrungsformen des erfindungsge- 
md&en Verfahrens dargestellt. 

Figur 1 beschreibt schematisch eine konfokale Mikroskopanordnung mit 
einer Strahlungsquelle und zwei Detektoren. von denen einer Signale aus 
dem Hitfsf kus und der andere Signale aus dem Meftvolumen detektiert. 
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Figur 2 zeigt schemetisch eine weit re erfindungsgemafi Ausgestaltung 
eirter konfokal n Mikroskopanordnung. in d r Meftvolurnen und Hilfsfokus 
entlang d r optischen Achse getrennt voneinander angeordnet sind. Die 
Anordnong weist eine zusatzliche Strahlungsquelle zur Erzeugung des 
Hilfsfokus auf. 

Figur 3 zeigt eine Variante, in der getrennte Optiken zur Erzeugung von 
Hilfsfokus und MeBvolumen eingesetzt werden. Es wird exemplariach ge- 
zeigt, daft Hilfsfokus und Meftvolumen sowohl in axialerwie auch lateraler 
Richtung getrennt voneinander angeordnet sein konnen. 

Figur 4 beschreibt eine weitere erfindungsgemafte AusfQhrung. in der 
Hilfsfokus und Meftvolumen wiederurn durch dieseJbe Optik erzeugt wer- 
den. In dieser Variante werden zwei Detektoren for das aus dem Hilfsfo- 
kus reflektierte Licht eingesetzt, die entlang der optischen Achse zueinan- 
der versetzt sind, urn die Richtung von Abweichungen der Position des 
Hilfsfokus zu erkennen. 

Figur 5 beschreibt eine AusfOhrungsform, wobei als Grenzfiache der 
Obergang eines Substrates zur angrenzenden Luftschicht dient 

Figur 6 zeigt eine Ausgestaltung mit elnem faseroptischen Koppler. 

Figur 7 a und b zekjen das Ergebnis des in AusfQhrungsbeispiel 2 darge- 
stellten Experimentes. 

In Figur 1 ist zunachst eine konfokale Anordnung dargestetlt Die Strah- 
iung aus einer Strahiungsqueile 10 wird durch eine Optik 33 kollimiert und 
durch ein Objektiv 32 auf das zu untersuchende Substrat 60 fokussiert. In 
der beispielhaft dargestellten Anordnung liegt das MefJvoJumen 70 auf der 
Grenzfiache 62 zwischen Substrat 60 und Trag r 61. Aus d m MefXvolu- 
m n 70 austretende Streu- Oder Fluoresz nzstrahlung wird wi derum 
durch das Objektiv 32 gebQndeit und Qber d n Strahlt iler 40. der z. B. als 



teildurehlassiger oder welleniangenabhanglger Spiegel ausgefuhrt seln 
kann, ganz od r teilweise reflektiert. Die reflektlerte Strahlung wird durch 
eine Optik 30 auf eine Blende 50 fokussiert, die zum MeGvOlumen 70 
konfokal angeordnet ist. Die durch die Blende hindurchtretende Strahlung 
fallt auf den Detektor 20, der 2ur Aufnahme des Me&slgnals dient Es 
kann auch auf die Blende 50 verzichtet werden, insbesondere bei ver- 
wendung der Mehrphotonenanregung. 

Der Hilfsfokus 71 , der zur Vermessung der Lage der Grenzflache 62 dient, 
ist im dargestellten Fall identisch mit dem MeBvolumen 70. Ober einen 
weiteren Strahlteiler 41, eine Optik 31 und eine ebenfalls konfokal ange- 
ordnete Blende 51 wird ein Teil der an der Grenzflache 62 reflektierten 
Strahlung auf den Detektor 21 gelenkt. Dieser Detektor dient somit zur 
Aufnahme der aus dem Hilfsfokus 71 reflektierten Strahlung. Es sei an- 
gemerkt. daB jedoch auch auf die Blende 51 verzichtet werden kann. Es 
ist jedoch vorteilhaft. auch fOr den StraMengang zum Detektor 21 eine 
konfokal angeordnete Blende vorzusehen, da diese die Empfindllchkelt 
der Bestimmung der Lage der Grenzflache erhdht. In der in der voiUegen- 
den Figur dargestellten Ausfflhrungaform wird beispielswetee die fokussie- 
rende Optik 32 entlang der optischen Achse auf- und abbewegt weiden. 
urn somit die aktuelle Position des Hilfsfokus 71 relativ zur Grenzflache 62 
bastimmen und ggf. nachregein zu konnen. 

Figur 2 zetgt eine Variante der konfokaien Anordnung, in der MeGvoiumen 
70 und Hilfsfokus 71 entlang der optischen Achse getrennt vonelnander 
angeordnet sind. Die in Figur 1 gezelgte, konventionelle konfokale Strah- 
lungs- und Detektionseinheit aus Strahlungsquelle 10, Detektor 20 und 
den zugehorigen optischen Elementen ist hier der Oberstoht halber nlcht 
mehr dargesteltt. Zusatzlich zu den in Figur 1 gezeigten Elementen wird 
hier eine separate Strahlungsquelle 1 1 zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 
verwendet. Durch die Optik 31 wird das vom Strahlteiler 42 reflektierte 
Licht dieser Strahlungsquelle im gezeigten Beispiel zu einem konvergen- 
ten Strahlenbundel kollimiert. so da& d r vom Objektiv 32 erzeugte 



Hilfsfokus 71 in inem goring pen Abstand vom Obj ktfv 32 liegt als das 
MeBvolumen 70, das durch Fokusslerung ines paraltelen StrahlenbUn- 
dels durch das Objektiv 32 entsteht Der Hilfsfokus 71 ist wi d rum euf 
der Grenzfiflche 62 zwischen Substrat 60 und Trflger 61 angeordnet; die 
an der Grenzfiflche 62 reflektierte Strahiung wird Ober das Objektiv 32 und 
die Optik 31 auf die konfokal angeordnete Blende 51 fokussiert und vom 
Oetektor 21 erfaflt. Durch geeignete Wahi der Kollimationsoptik 31 kann in 
dieser AusfOhrung der Hilfsfokus 71 in einer wflhlbaren Dtstanz vom Meft- 
volumen 70 angeordnet werden. Es ist bevorzugt. den Hilfsfokus 71 auf 
der Grenzfiflche 62 zu positionieren und das MeRvotumen 70 in eirtem 
gewOnschten Abstand vom Hilfsfokus 71 innerhalb des Substrates 60 zu 
erzeugen. In einer wetteren AusfUhrungsform wird der Hilfsfokus 71 aus 
einem vor dem Objektiv 32 divergenten StrahlenbOndel erzeugt, so daB 
der Hilfsfokus 71 in einer grOSeren Entfemung vom Objektiv 32 als das 
Me&volumen 70 angeordnet Ist. Auch hier kann wiederum auf die Blende 
51 verzichtet werden. Der in Figur 1 beschriebene Suchrnechanlsmus 
kann auch hier vorteilhafterweise angewendet werden. 

Rgur 3 stellt eine weitere erfindungsgem&Qe Ausgestaltung dar, in der eln 
separates Objektiv 34 zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 eingesetzt wind. 
Das Me&volumen 70 wird wiederum Ober das Objektiv 32 erzeugt und 
abgebitdet; die dem Objektiv 32 nachgeordneten Komponenten der korv 
ventioneilen konfokalen Anordnung slnd wledemm nlcht dargestellt. Zur 
Erzeugung des Hilfsfokus 71 wird eine separate Strehlungsquelle 11 ver- 
wendet, deren Strahiung Ober eine Optik 35 kollimiert und durch das Ob- 
jektiv 34 auf die Grenzfiflche 62 zwischen Substrat 60 und Tr&ger 61 fo- 
kussiert wird. Aus dem Hilfsfokus 71 reflektierte Strahiung wind wiederum 
durch das Objektiv 34 gebOndett und Ober den Strahltetter 42 ganz Oder 
teilweise reflektiert. Die reflektierte Strahiung wird durch eine Optik 31 auf 
eine zum Hilfsfokus 71 konfokale Blende 51 fokussiert; die durch die 
Blende 51 hindurchtretende Strahiung fflllt auf den Detektor 21. In der 
beispielhaft dargestellten Anordnung sind Hilfsfokus 71 und Meftvotumen 
70 sowohl in axialer wie auch lateraler Richtung getrennt v neinander an- 
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geordnet. Auch hier kann wlederum auf die Bl nde 51 verzichtet werden. 
Der in Figur 1 beschriebene Suchmechanismus kann auch hier vorteil- 
hafterweise angewendet w rden. 

Figur 4 zeigt eine Variante der in Figur 1 dargesteltten Ausftthrung der 
Erfindung. in der zwei Detektoren 21. 22 !0r das aus dem Hllfsfbkus 71 
reftektierte Ucht eingesetzt warden. Entsprechende Anordnungen von 
zwei oder mehr Detektoren konnen auch in den AusfOhrungen gemflG 
Figur 2 oder 3 verwendet werden. Die konventioneUe Anordnung zur Be- 
strahlung und Beobachtung des Meftvolurnens 70 ist wlederum nicht dar- 
gestellt. Me&volumen 70 und Hitfsfokus 71 sind in der betspielhaft ge- 
zeigten Anordnung deckungsgleich; die das MeBvolumen 70 erzeugende 
StrahlungsquaJle dient gleichzeitig zur Erzeugung des Hllfsfokus 71 . 

Der Hirfsfokus 71 liegt wiederum auf der Grenzflache 62 zwtachen Sub- 
strat 60 und Trager 61. Die an der Grenzflache 62 reflektierte Strahhing 
wird durch dae Objektiv 32 und den Strahltefler 41 ganz oder tettweise In 
Rlchtung der Detektoren 21. 22 geienkt. Die Strahlung wild mttteis eines 
wetoren StrahlteUers 43 auf die Detektoren 21. 22 eufgetollt BeWen De- 
tektoren sind fokussierende Optiken 31, 33 sowie Blenden 51. 52 vorge- 
ordnet. Die Blenden 51 und 52 sind dabei vor bzw. Writer der JeweBlgen 
konfbkalen Position angeordnet. wenn der HMMokus 71 auf der Grenzfla. 
che 62 Hegt. Verandert sich nunmehr die relative Lege von Hifsfokus 71 
und Grenzflache 62 zueinander, so werden die Detektoren 21. 22 elne 
veranderte Intensitatsverteilung des RQckreflexes erfaseen. Abhangig von 
der Rtehtung der Lageanderung des Hiifefokus 71, der in Richtung des 
Substrates 60 oder des Tragers 61 verschoben sein kann. wird entweder 
auf dem Detektor 21 oder dem Detektor 22 eine erbohte bzw. emiedrlgte 
Intensity der aus dem HiHsfokus 71 stammenden Strahlung auftreffen. 
Dementsprechend kann auf die in den Figuren 1 bis 3 beschriebene 
Suchbewegung verzichtet werden. 
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Figur 5 zeigt eine weitere Variante der in Figur 1 dargestellten AusfOhaing 
der Erfindung, Die konvention He Anordnung zur Bestrahlung und Beob- 
achtung des Meftvolumens 70 is! wied rum nicht dargestellt Meftvolumen 
70 und Hilfsfokus 71 sind in der beispielhaft gezeigten Anordnung dek- 
kungsgleich; die das Meftvolumen 70 erzeugende Strahlungsquelle dlent 
gleichzertig zur Erzeugung des Hilfsfokus 71. Afs Grenzflflche 62 dient 
nunmehr der Ubergang zwischen Substrat 60 und angrenzender Luft 63. 
Es wird eine winkelabhSngrge Reflexion, insbesondere Totalreflexion, an 
der Grenzflflche 62 mittels etnes ortsauflttsenden Detektors 21 detektiert 
AbhSngig von der Lage des Hilfsfokus 71 relativ zur Grenzflflche 62 fln- 
dert sich die raumliche Verteilung der aus dem Hilfsfokus 71 zurGckge- 
streuten Strahlung auf dem Oetektor 21, der beispielsweise als CCD- 
Kamera ausgebildet sein kann. 

Fjgur 6 zeigt eine weitere Ausgestaltung des optischen Aufbaus zur 
Durchfuhrung des erfindungsgemaften Verfahrens in Anlehnung an Figur 
2. Die konventionelle Anordnung zur Bestrahlung und Beobachtung des 
MeQvolumens 70 ist wiederum nicht dargestellt Afs Strahlungsquelle 11 
zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 wird bevorzugt eln Halblettertaeer einge- 
setzt, dessen Ausgangsstrahlung in eine optische Faser 81 elngekoppett 
wird. Der faseroptische Koppler 42 entspricht dem Jdassischen" Strahl- 
toiler in Figur 2. Die Strahlung aus dem Hilfsfokus 71 wird in dieser Aus- 
fOhrung in den Kern einer optischen Faser 60 eingekoppelt, der die in Fi- 
gur 2 dargestellte Lochblende 51 in ihrer Funktion ersetzt. Nach Passieren 
des faseroptischen Kopplers 42 wird die Strahlung mittels optischer Faser 
82 auf einen Detektor 21 geleitet. 

Figur 7 a zeigt Theophyllin-Beads, die mit den in AusfUhrungsbeispiel 2 
genannten Antikdrpem versetzt wurden. Die hohe Auflfisung zeigt, daft 
die lokal erti&hte Konzentration fluoreszenter Antikdrper am Bead sich 
deutiich vom Hintergrundsignai der in LOsung befindltehen fluoreszenten 
Antikdrper unt rscheidet. Figur 7 b zeigt die Negativkontrolle ohne Zusatz 
d s ersten AntikOrpers, so daft der zw ite flu reszenzmarki rte Antikdrper 



sich nicht an das Bead anlagert und im Bild die charakteristische Ring- 
struktur erzeugt. 

Nachfolgend wird in Ausfuhrungsbeispiel 1 eine spezifische Ausgestaitung 
des erfindungsgemallen Verfahrens sowie in Ausfuhrungsbeispiel 2 eine 
konkrate biologische Anwendung detailliert dargestellt. 

AusfQhrunasbeisDiel 1 

Das voriiegende Ausfuhrungsbefeplel entspricht im wesenUichen dem in 
Figur 6 dargestellten Aufbau. Ms Strahlungsquelle zur Erzeugung des 
Hirfefokus 71 wird ein Halbleiteriaser 1 1 mit einer Leistung von 3 mW und 
einer Wellenlange von 780 nm eingesetzt. Die Ausgangsstrahlung des 
Lasers 11 wird uber eine Monomode-Glasfaser 61 zu elnem faseropfi- 
schen Y-Koppler 42 gefiihrt. Eine weitere Monomode-Glasfaser 80 am 
Ausgang des Kopplers 42 dient sowohl zur ZufOhrong der Strahlung fOr 
den Hilfsfokus 71, als auch zur konfbkalen Detektion des an der Grenzfla- 
che 62 reflektierten Lichtes. 

Zur Kollimierung der zugeWhrten bzw. detektierten Strahlung dtent ein 
Achromat 31 mit einer Brennweite von 40 mm. Ourch Anderung des Ab- 
standes zwischen dem freien Ende der Faser 80 und dem Achromaten 31 
kann die Konvergenz des zum Objektiv 32 gefQhrten StrahlenbQndels, 
und demit die Lage des Hilfsfokus 71 relativ zum MeGvolumen 70, variiert 
werden. In der hier beschriebenen AusfOhrung ist durch eine Verschie- 
bung des Achromaten 31 liber insgesamt 5 mm die Distanz zwischen 
Melivolumen 70 und Hilfsfokus 71 zwischen 0 urn und 100 Mm einstellbar. 

Das hier eingesetzte Objektiv 32 ist ein Standard-Mikroskopobjektiv mit 
40-facher VergrOISerung und einer Numerischen Apertur von 1 ,2. Es ist 
auf einem piezoelektrischen Translator montiert, der eine Verschiebung 
des Objektivs entlang der optischen Achse uber ein Strecke v n 100 um 
ermdglicht Die Grenzfrequ nz fur diese Bewegung liegt. bedingt durch 
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die Antriebskraft des Translators sowie die Masse des eingesetzten Ob- 
jektivs, bei etwa 400 Hz. 

Als GrenzflScbe 62 wird in dieser beispielhaften AusfQhrung der Dbergang 
von einem glasemen Tnager 61 (Brechungs Index ni * 1.52) zum Substrat 
60. das in diesem Fall aus einer wa&rigen Suspension von polymeren Ku- 
galn (Brechungsindex n z « 1.33) besteht, verwendet. Die von der Grenz- 
flSche 62 reflektierte Strahlung wird Goer das Objoktiv 32 und den Achro- 
maten 31 wiederum auf die Faser 60 gelenkt, deren optischer Kem die 
Funktion der in Figur 1 bis 4 dargestellten Lochblende 51 ubemimmt. also 
eine konfokaie Detektion gew&hrteistet. Uber den Koppler 42 gelangen 
50% der Strahlungsleistung auf den Detektor 21, der als Silizium- 
Photodiode m'rt nachgeschaltetem Transimpedanzversttrker (Verstarfcung 
10 8 V/A) ausgefUhrt ist. 

Das Ausgangssignal des Detektors 21 wird Qber einen 14-Bit Analog- 
Oigital-Wandler einem digitalen Skjnalprozessor (DSP) zugefuhrt. Dieser 
DSP steuert Qber einen 14-Bit Digttal-Analog-Wandler und elnen nachge- 
schalteten Hochspannungsveret&rker auch den plezoelektrischen Trans- 
lator des Objektivs 32. Zur Steuerung der Nachfuhrung wird das Objektfv 
mrt ©iner typischen Frequenz von 200 Hz und einer Amplitude von 0.5 urn 
sinusformig auf- und abbewegt Ober eine zu dieser Suchbewegung syn- 
ch rone Demodulation der vom Detektor 21 aufgenommenen intensltat 
bestimmt der DSP die Richtung einer eventuellen Abwetehung zwischen 
der Position der Grenzflache 62 und der (Qber die sinusformige Bewegung 
zeitlich gemittelten) Position des Hilfsfokus 71. Eine ggf. festgestellte Ab- 
weichung wird durch eine der Sinusbewegung tiberlagerte NachfOhrtrng 
des Objektivs 32 ausgeglichen. 

Ausfuhrunosbeispiel 2 

Im voriiegenden Ausfuhrungsbeispiel werd n Is Substrat sog. Tenta- 
Gel™ - Beads d s Typs S PHB-Gly (RAPP Polymere) eingesetzt. Diese 



sind konjugiert mit Th ophyllinmolekQIen (Aldrich) als Entitat n. Die Bela- 
dung der Beads betragt 9%. 5 mg d r Beads w rden in 444 pi PBS-Ptiffer 
suspendiert. Als Probentrager werd n Lab-Tek Chambered Coverglasses. 
#1 Borosilicat. stent. 8-well (Nunc Nafge International. Lot.Nr. 148116- 
0605) verwendet. Als erster Antikbrper wird eln polyklonalar Kanlnchen 
Anti-TheopylliiWVntikdrper (Europa Research, Lot. Nr. 80 17 15) verwen- 
det. Als zweiter Antikorper dient eln fluoreszenzmarkierter (TRITC, Tetra- 
methylrhodamin-5-(und 6)-lsothiocyanat) Anti-Kaninchen-lgG-Antikdrper 
(DAKO, Lot.Nr. 077(101)). Der Assaypuffer, nachfolgend TNT genannt, 
setzt sich wie folgt zusammen: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCI. 
0.01%Tween-20. 

Der Assay wird wie folgt durchgefOhrt: 8 pi Beadsuspension werden mit 
100 p' einer 1:2000 Verdunnung des ersten Antikorpers versetzt und fOr 
30 min. bei Raumtemperatur geschuttelt. Es folgt ein zweimaliger Wasch- 
schritt mit TNT-Puffer (0.01% Tween-20). 100 ul einer Verdunnung 
1 :5000 des zweiten Antik6rpers werden zugesetzt und fur sine Stunde bei 
Raumtemperatur geschuttelt. Sodann werden 200 pi TNT-Puffer zuge- 
8etzt. 

Zur Erzeugung des Anregungsstrahlenganges hinsichtlich des Meflvolu- 
mens 70 wird ein HeNe-Laser mit einer EmissionaweHenlange von 543 nm 
eingesetzt. Als fur das Fluoreszenzspektrum von TRITC geeigneter 
BandpaBfilter wW detektionsseitig ein BandpaB mit einer mlttleren 
DurcMaB-Wellenlange von 580 nm und einer Halbwertsbreite von 30 nm 
eingesetzt 

Das Ergebnis des Ausfuhrungsbeispieles 2 ist in den Flguren 7 a und b 
dargestellt. Die aufgenommenen MeBwerte werden zunachst einem BiW- 
verarbeitungsschritt unterzogen, der dazu dient, die einzelnen Beads zu 
ident'rfizieren und zu lokalisieren. In der hier beschriebenen Ausfuhrung 
wird hierzu die Hough-Transformation verwendet. Im AnschluB werden zu 
jedem id ntifiziert n Bead di jenigen MeBwerte ermittett, die Punkte auf 



der Beadoberflache kennzeichnen. Hierzu ist es vort ilheft, a-priori- 
Informationen einzusetzen, wie etwa in diesem Fall die Erwartung, daft 
die optischen Schnitte durch die Beadoberflftch annShernd kreisfOrmige 
Strukturen ergeben. Im vodiegenden Fafl warden, jeweils entJang radial 
vom Zentrum der tdentifizierten Beads ausgehender Suchbahnen, die 
MeQwerte maximaler intensity ermrttelt. Altemativ kdnnen in diesem 
Schritl aus der Literatur bekannte Verfahren wie Kantenverstdrkung 
und/oder Schwellwertanalyse verwendet werden. 



Patentansorucha 



1. Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer Entitat auf 
und/oder in einem, bevorzugt auf einem Trager (61) bofindlichen, Substrat 
(60), wobei mittels einer konfokalen Mikroskopoptik Oder einer for die 
Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik, die mindestens eine Strah- 
lungsquelle (10) aufweist. mindestens ein reprasentativer Bereich des 
Substrates (60) mit einem Meftvolumen (70) gescannt wird unter Erhatt 
von MeBwerten zur Bestimmung optischer Parameter, wobei die MeB- 
werte zur Charakterisierung der mindestens einen Entitat mittels Signal- 
verarbeitung bearbeitet werden, und wobei die mindestens eine Entitat fur 
die Dauer der Aufnahme der Mettwerte ihre Position hinsichtlich des Sub- 
strates (60) und/oder des Tragers (61 ) beibehalt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. wobei das Substrat (60) einen Bre- 
chungsindex aufweist. der verschieden ist von mindestens einer an das 
Substrat (60) angrenzenden Komponente. und wobei wahrend des Scan- 
vorganges ein Hiifsfokus (71) erzeugt wird, der zumindest teilweise auf 
der Grenzflache (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender Kompo- 
nente oder einer sonstigen geeigneten Grenzflache liegt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2. wobei die angrenzende Komponente ein 
Trager (61 ), Luft (63) oder eine ImmerstonsflOssigkeit ist. 

4. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, wobei der Hiifsfokus (71) 
mittels derselben konfokalen Mikroskopoptik erzeugt wird, die auch zur 
Erzeugung des Melivolumens (70) dient. 

5. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, wobei Meftvolumen (70) 
und Hiifsfokus (71) im wesentiichen entlang der optischen Achse der 
konfokalen Mikroskopoptik angeordnet sind. 



•:\r:^ : V:-VV^:iCHEN 03 



:21 -12-98 : 17-07 : 



+49 221 1342U7- 



23 



>>:v:«;»>>K;>>k-:;: 



6. Verfahren nach einem der Ansprtich 1 bis 5, wobei Meftvolumen (70) 
und Hilfsfokus (71) einander ganz oder teilweise Qberlappen. 

7. Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 8, wobei MeHvolumen (70) 
und Hilfsfokus (71) von zwei unterechiedlichen StrahlungsqueHen oder 
von einer StrahfungsqueJIe (11) erzeugt werden. 

8. Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 7, wobei ein RGckreflex aus 
dem Hilfsfokus (71) von mindestens einem Detektor (21) erfaftt wird und 
zur Messung und/oder Nachftthrung des Abstandes zwischen der Grenz- 
flache (62) und der den Hilfsfokus erzeugenden Optik (32) genutzt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 6, wobei RUckreflexe aus dem Hilfsfokus (71) 
winkelabhflngig von einem ortsaufldsenden Detektor (21), insbesondere 
einer CCD-Kamera, erfaftt warden. 

10. Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 8 V wobef die Position des 
Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzftftche (62) im wesentlichen entfang der 
optischen Achse bevorzugt perfodtsch variiert wind und die Intensttfit des 
Rttckreflexes in Abhdngigkeii von der Bewegung registries wird. 

1 1 . Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 8* wobei die Intensit&t des 
RQckreflexes mrttsls mindestens zweier entlang der optischen Achse an- 
geordneter Detektoren (21 , 22) erfe&t wind, und der Abstand der Grenzfla- 
che (62) von der den Hilfsfokus (71) erzeugenden Optik (32) aus der 
Verteilung der von den Detektoren (21, 22) erfaflten Intensttftten bestlmmt 
wird. 

12. Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 11, wobef ais optische Pa- 
rameter die Streulichtintensitat und/oder die Streutichtintensitat in Abhfln- 
gigkeit von der Polarisation und/oder die Ruoreszenzintensit&t bej minde- 
stens einer Weilenlange und/oder die Fluoreszenzintensitat in AbhSngig* 
k it von der Polarisation und/oder di FJuoreszenzJebensdauer und/od r 
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motekulare Heiligkeiten und/oder Raman-Streuung und/oder Lumineszenz 
aufgenommen warden. 

13. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 12. wobei a-priori- 
Informationen Ober die Vertoilung und/oder Struktur der Entltaten 
und/oder der Substrate (60) in der Signalverarbeltung genutzt warden. 

14. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 13. wobei mineralische 
oder organische Substrate (60), insbesondere polymer© Gete. polymere 
Partikel. vesikulare Stnjkturen, Zellen, Bakterien und Viren eingesetzt 
werden. 

15. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 14. wobei als Entitaten 
Molekute, Molekulkomplexe, Polymere. polymere Partikel. vesikulare 
Strukturen, Zellen, Bakterien und Viren eingesetzt werden. 

16. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 15, wobei anhand der op- 
tischen Parameter ausgewahlte Entitaten und/oder Substrate (60) wSh- 
rend oder im AnschlufS an den Scanvorgang von den Qbrigen Entltaten 
und/oder Substraten (60) getrennt werden. 

17. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 16 zur Anwendung in der 
Wirkstoffsuche. der funktionalen Analyse kombinatorisch-chemischer oder 
kombinatorisch-biologiBcher Syntheseprodukte, der funktionalen Geno- 
manalyse. der evolutiven Biotechnologie, der Diagnostic der Proteom- 
Analyse oder der Materialuntersuchung. 

18. Vorrichtung 2ur Durchfuhrung des Verfahrene nach Anspruch 1 mit 

- mindestens einer konfokalen Mikroskopoptik oder einer fOr die Mehr- 
photonenanregung ausgelegten Optik, die mindestens eine Strah- 
lungsquelle (10) sowie mindestens einen Detektor (20) zur Aufnahme 
von Mefiwerten aus einem MelJvolumen (70) aufw ist. 
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- mindestens einer weiteiBn, bevorzugt konfbkalen, Mikroskopoptik, di 
mindestens eine Strahlungsquelle (11) sowle mindest ns einen De- 
tektor (21) zur Aufnahme von Me&werten aus einem Hilfefokus (71) 
aufweist, 

- mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von Mettvolumen (70) 
und Hllfsfokus (71) relativ zu einem Substrat (60). 

19. Vorrichtung nach Ansprucrt 18. dadurch gekennzeichnet, daft die 
Strahlungsquellen (10) und (1 1) identisch sind. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 18 und/oder 19, dadurch ge- 
kennzeichnet. daft zur Erzeugung von MeBvolumen (70) und Hilfsfbkus 
(71) dleselbe Mikroskopoptik verwendet wird. 

21. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 18 bis 20 in 
der Wirkstoffsuche, der funktionaten Analyse kombinatorisch-chemischer 
oder kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, der funktionalen Ge- 
nomanaly8e. der evolutiven Biotechnologie. der Diagnostik, der Proteom- 
Analyse oder der Materialuntersuchung. 
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Figur 2 





Figur 5 



Zusammenfassunq 



Die Erflndung betrifft in Verfahren zur optischen Erfassung mindestens 
einer Entitat auf undfoder in einem, bevorzugt auf einem Trflger befind li- 
chen. Substrat, wobei mittels einer konfbkalen Mikroskopoptik Oder einer 
fttr die Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik. die mindestens eine 
Strahlungsquelle aufweist. mindestens ein reprasentatJver Bereich das 
Substrates mit einem Meftvofumen gescannt wird unter Ertialt von MeB- 
werten zur Bestimmung optlscher Parameter, wobei die Me&wette zur 
Charakterisierung der mindestens elnen Entitat mittels Signalverarbettung 
bearbeitet warden, und wobei die mindestens eine Entitat far die Dauer 
der Aufnahme der Me&werte ihre Position hinsichtiich des Substrates 
und/oder des Tragers belbehalt. Des weiteren werden Verwendungsrnog- 
lichkeiten des Verfahrens sowie eine Vorrtchtung zur Durchfuhrung des 
Verfahrens beschrieben. 
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